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Verwendung von Kontrollflachen zur Detektion von Storproben in einem 
Nachweisverfahren 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Festphase mit mindestens einer Testflache zum Nach- 
weis eines Analyten, welche weiterhin mindestens eine Kontrollflache zum Nach- 
weis von Storungen umfafct. Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zum 
Nachweis eines Oder mehrerer Analyten unter Verwendung einer erfindungsgema- 
Ben Festphase, wobei Storreaktionen erkannt und gegebenenfalls korrigiert 
werden konnen. 

Beim Nachweis eines Analyten durch Bindungsassays treten bei manchen Proben 
Storungen in der Nachweisreaktion auf, die zu falschen Messwerten fuhren. Dieses 
Phanomen wird meist als Matrixeffekt der Probe bezeichnet. In bisher Dblichen 
Testformaten kann das Vorhandensein einer Storung im allgemeinen nicht ange- 
zeigt werden. Durch aufwendige Optimierung von Festphase, Testpuffern und 
Nachweisreagenz wird versucht, die Matrixeffekte der unterschiedlichen Proben 
vdllig zu unterbinden oder so gering wie moglich zu halten. Eine solche Entstorung 
von Nachweisverfahren ist jedoch aufwendig und kostspielig. Zudem kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass bei bestimmten Proben trotz Testoptimierung keine 
ausreichende Entstorung erfolgt, da eine Unterdruckung von Matrixeffekten leider 
nicht vollstandig moglich ist. Weiterhin konnen neue, bei der Entwicklung des 
Nachweisverfahrens unbekannte Storungen auftreten, die ebenfalls zu falschen 
Ergebnissen fuhren. Folglich besteht das Problem, dass bei den bekannten Nach- 
weisverfahren falsche Testergebnisse erhalten werden konnen, ohne dass der 
Anwender dies erkennt. Besonders tragisch ist dieser Umstand bei den qualitativen 
Tests zum Nachweis einer Infektionskrankheit. So hat zum Beispiel eine aufgrund 
von Matrixproblemen falsch positive Probe bei einem HIV-Test erhebliche Kon- 
sequenzen. 
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US-A-4,558,013 beschreibt einen Teststreifen, der neben mit spezifischen Testrea- 
genzien beschichteten Testregionen eine nicht begrenzte unbeschichtete, negative 
Kontrollregion enthalt. Der Messwert in der Testregion wird durch Subtraktion der 
unspezifischen Bindung in der Kontrollregion korrigiert. Durch eine solche Vor- 
gehensweise konnen StSrungen allerdings nur zum Teil korrigiert werden, da sich 
die unspezifische Bindung von Storkomponenten an die Testregion zumeist 
betrachtlich von der Bindung von Storkomponenten an die unbeschichtete Kon- 
trollregion unterscheidet. 

US-A-5,356,785 beschreibt eine Festphase mit mehreren Testflachen, die jeweils 
verschiedene Mengen eines Festphasenrezeptors zum Nachweis eines Analyten 
enthalten. Weiterhin enthalt die Festphase eine Referenzflache, die mit dem 
Testreagenz ein nachweisbares Signal bekannter Starke liefert. Kontrollflachen zur 
Bestimmung unspezifischer Wechselwirkungen zwischen der Probe und der 
Festphase werden nicht offenbart. 

US-A-4,91 6,056 (Brown III et al.) beschreibt eine Festphase zur qualitativen Oder 
quantitativen Bestimmung eines Analyten, insbesondere eines Antigens, Antikor- 
pers Oder eines DNA-Segments in einer Probe. Die Festphase enthalt neben einer 
Testfiache eine Referenzflache, die ein positives Signal im Test ergibt, sowie eine 
nicht begrenzte negative Kontrollfiache, in der die positive Referenzflache und die 
Testfiache enthalten sind. Ein Nachteil dieser Vorrichtung besteht darin, daft sich 
die Oberflache der unbeschichteten Kontrollregion zu stark von der Testfiache 
unterscheidet, urn eine wirksame Korrektur von Storungen zu erreichen. 

Eine Aufgabe der Erfindung war es daher, die Vorrichtungen und Verfahren zum 
Nachweis von Analyten bereitzustellen, die einen direkten Hinweis auf das Vorhan- 
densein und gegebenenfalls die Art von Storungen ermdglichen, so daft diese 
Storungen bei der Auswertung der Testergebnisse berucksichtigt werden konnen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaft gelost durch eine Festphase mit mindestens 
einer begrenzten Testfiache zum Nachweis eines Analyten in einer Probe, welche 
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dadurch gekennzeichnet ist, daft die Festphase weiterhin mindestens eine be- 
grenzte Kontrollflache zum Nachweis von Storungen umfaftt. Unter "begrenzten 
Testflachen" auf einer Festphase ist dabei zu verstehen, dad die Testflachen 
definierte Bereiche der Festphase umfassen, die vorzugsweise durch inerte 
Bereiche von weiteren Testflachen raumlich getrennt sind. Die begrenzten Test- 
flachen haben bevorzugt einen Durchmesser von 10 //m bis 1 cm und besonders 
bevorzugt 10 //m bis 5 mm. Am meisten bevorzugt sind miniaturisierte Testflachen 
mit einem Durchmesser von 10 fjm bis 2 mm. Bevorzugt sind Festphasen mit 
mehreren Testflachen, die auch als Array-Systeme bezeichnet werden. Solche 
Array-Systeme sind z.B. bei Ekins und Chu (Clin. Chem. 37 (1995), 1955-1967) 
und in den US-Patenten 5,432,099, 5,516,635 und 5,126,276 beschrieben. Array- 
Systeme haben den Vorteil, dass mehrere Analyt- und Kontrollbestimmungen 
gleichzeitig an einer Probe durchgefiihrt werden konnen. Durch die Verwendung 
von Kontrollflachen zur Detektion von unspezifischen Bindungen und/oder Stor- 
proben kann die Ergebnissicherheitgerade bei miniaturisierten Array-Testsystemen 
erheblich verbessert werden. 

Besonders interessant ist dabei die Erfassung von Storungen und unspezifischen 
Bindungen bei qualitativen Tests und insbesondere bei solchen mit hohen Anforde- 
rungen an die Spezifitat, wie etwa bei Tests auf Infektionen (z.B. HIV). Durch 
Anzeigen einer StSrung und Korrektur des Mefiwerts konnen falsch positive 
Ergebnisse deutlich reduziert und somit die Spezifitat enorm verbessert werden. 

Die erfindungsgema&e Festphase ist ein beliebiger, fur Nachweisverfahren ge- 
brauchlicher Trager, vorzugsweise ein nichtporoser Trager, z.B. ein Trager mit 
Kunststoff-, Glas-, Metall- oder Metalloxidoberflache. Auch porose Trager wie etwa 
Teststreifen sind geeignet. Auf diesem Trager sind raumlich diskrete Bereiche 
(Testflachen) angeordnet. Auf diesen Testflachen sind immobilisierte Festphasen- 
rezeptoren aufgebracht. Die Immobilisierung der Festphasenrezeptoren erfolgt 
nach bekannten Methoden, z.B. durch direkte adsorptive Bindung, durch kovalente 
Kopplung oder durch Kopplung uber hochaffine Bindepaare, z.B. Streptavidin/- 
Biotin, Antigen/AntikSrper oder Zucker/Lectin. Durch spezifische Bindung von 
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Komponenten aus dem Nachweismedium, z.B. des zu bestimmenden Analyten 
Oder eines Analytanalogons, an den Festphasenrezeptor kann das Vorhandensein 
oder/und die Menge des Analyten in einer Probe bestimmt werden. 

Der Nachweis des Analyten und des Vorhandenseins von Storreaktionen erfolgt im 
erfindungsgemafien Verfahren auf bekannte Weise durch Verwendung von ge- 
eigneten Markierungsgruppen, z.B. Fluoreszenzmarkierungsgruppen. Alternativ 
kann - bei geeigneten Festphasen - die Wechselwirkung von Bestandteilen des 
Nachweismediums mit den Test- und Kontrollflachen auch durch Bestimmung der 
Schichtdicke der jeweiligen Flache, z.B. durch Plasmonenresonanzspektroskopie, 
nachgewiesen werden. 

Bei Array-Systemen, in denen ein gleichzeitiger Nachweis nehrerer Analyten aus 
einer Probe erfolgt, ist die Verwendung einer "universellen" Markierungsgruppe 
bevorzugt, mit der ein gleichzeitiger Nachweis mehrerer verschiedener Analyten an 
verschiedenen Testfiachen moglich ist. Ein Beispiel fur solche universellen Markie- 
rungsgruppen sind Markierungsgruppen, die einen Rezeptor tragen, welcher eine 
spezifische Wechselwirkung (z.B. uberein hochaffines Bindepaarwie etwa Antikor- 
per/Antigen oder Streptavidin/Biotin etc.) mit einem komplementaren Rezeptor auf 
einem Testreagenz, z.B. einem loslichen Rezeptor fur einen zu bestimmenden 
Analyten oder ein Analytanalogon eingehen kann. 

Die Anwendung einer solchen universellen Markierungsgruppe ist exemplarisch in 
Abbildung 1 erlautert. Dort wird ein fluoreszierendes Latexbead, welches mit einem 
Anti-Digoxigenin-Antikorper gekoppelt ist (<Dig> Label), fur drei verschiedene 
Testformate auf einer einzigen Festphase, namlich fur die Bestimmung von HIV- 
Antikorpern, HBs-Antigen und Anti-HBc-Antikorper, eingesetzt. Bei der Anti-HIV- 
Antikorperbestimmung wird ein immobilisiertes HIV-Antigen und ein digoxige- 
nyliertes IGsliches HIV-Antigen verwendet, die mit den nachzuweisenden Anti-HIV- 
AntikSrpern einen immobilisierten Immunkomplex bilden. An die auf diesem 
Immunkomplex vorhandenen Digoxigeningruppen kann die Markierungsgruppe 
binden. Bei der Bestimmung von HBs-Antigen werden auf entsprechende Weise 
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ein immobilisierter Antikorper und ein digoxigenylierter loslicher Antikorper, der mit 
der Markierungsgruppe wechselwirken kann, verwendet. Bei der Anti-HBc-Bestim- 
mung wird ein kompetitives Testformat verwendet, bei dem in der Probe vorhan- 
dene Anti-HBc-Antikorper mit einem digoxigenylierten Anti-HBc-Antikorper um 
immobilisiertes HBc-Antigen konkurrieren. Die an die Testflache gebundene Menge 
der Markierungsgruppe ist indirekt proportional zur Anti-HBc-Konzentration in der 
Probe. 

Begrenzte Test- und Kontrollflachen konnen daruber hinaus zur Unterscheidung 
gegenuber inerten Bereichen der Festphase eine nachweisbare und analytunspezi- 
fische Markierungsgruppe enthalten, die neben der analytspezifischen Markie- 
rungsgruppe nachweisbar ist und nicht mit ihr interferiert. Ein Beispiel fur eine 
solche analytunspezifische Markierungsgruppe ist eine Fluoreszenz-Markierungs- 
gruppe, die bei einer Wellenlange fluoresziert, die von der Fluoreszenzwellenlange 
einer analytspezifischen Markierungsgruppe verschieden ist. Die analytunspezi- 
fische Markierungsgruppe wird vorzugsweise - ebenso wie der Fesphasenrezeptor 
- uber ein hochaffines Bindepaar, z.B. Streptavidin/Biotin immobilisiert. 

Die erfindungsgemSlie Festphase kann in beliebigen Nachweisverfahren einge- 
setzt werden, z.B. in Immunoassays, Nukleinsaure-Hybridisierungsassays, Zucker- 
Lectin-Assays und ahnlichen Verfahren. 

Die erfindungsgemaiie Festphase ermoglicht selbst dann einen Nachweis von 
Storreaktionen zum Erhalt von zuverlassigen Testergebnissen, wenn die aus dem 
Stand der Technik bekannten EntstSrungsmalinahmen fur bestimmte Proben nicht 
ausreichen. Die Kontrollflachen ermoglichen nicht nur einen qualitativen Nachweis 
von Storreaktionen sondern auch in vielen Fallen eine quantitative Korrektur der 
Stdrung. 

Zum Nachweis unterschiedlicher Storungen kann die Festphase mehrere, ins- 
besondere unterschiedliche Kontrollflachen zum Nachweis von Storreaktionen 
umfassen. Auf diese Weise konnen verschiedene Arten von Storungen spezifisch 
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erfafit werden. Es empfiehlt sich insbesondere eine Reihe von Kontrollflachen 
aufzubringen, die zum Nachweis von haufig auftretenden oder/und fur den jeweili- 
gen Test besonders relevanten Storkomponenten geeignet sind. 

Storungen von Testverfahren konnen im allgemeinen durch unerwunschte, nicht- 
analytspezifische Wechselwirkungen von Substanzen auf der Testflache mit 
Komponenten des Nachweismediums auftreten. Als Substanzen auf der Testflache 
kommen dabei insbesondere Bestandteile der Festphase, Teile des Festphasenre- 
zeptors sowie weitere, sich auf der Oberflache der Festphase befindende Reagen- 
zien in Betracht. Die storenden Komponenten des Nachweismediums stammen vor 
allem aus der Probe (Matrixeffekt) und fuhren in manchen Fallen zur unspezifi- 
schen Bindung von Testreagenzien, z.B. dem Nachweisreagenz an die Festphase 
und fuhren zur Verfalschung des MeRsignals. Somit kommen storende Wechsel- 
wirkungen zwischen der Testflache und Probekomponenten, Testreagenzien, 
Reaktionsprodukten oder Komplexen von Probekomponenten und Testreagenzien 
in Betracht. 

Die erfindungsgemalie Festphase umfafit bevorzugt Kontrollflachen zum Nachweis 
von Storungen, die durch eine unerwunschte Bindung von Komponenten des 
Nachweismediums an den fur den Analyten spezifischen Festphasenrezeptor 
hervorgerufen werden. In Proben liegen haufig Analyt-fremde Storbestandteile, wie 
etwa Antikorper oder Antigene vor, die zu einer erhohten unspezifischen Bindung 
mit dem Festphasenrezeptor neigen und auf diese Weise zu fehlerhaften Test- 
ergebnissen fQhren. Besonders vorteilhaft ist deswegen eine Kontrollflache, welche 
einen nicht-analytspezifischen Festphasenrezeptor umfafit, der mit Ausnahme der 
spezifisch mit dem Analyten bindefahigen Region vollig identisch mit dem Fest- 
phasenrezeptor in den Testflachen ist. 

Wenn der Festphasenrezeptor beispielsweise ein Antikorper oder ein Antikdrper- 
fragment ist, verwendet man eine Kontrollflache, die einen unspezifischen Antikor- 
per oder ein unspezifisches Antikorperfragment der gleichen Spezies, bevorzugt 
der gleichen Klasse und besonders bevorzugt der gleichen Subklasse wie der 
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Festphasenrezeptor der Testflache enthalt. Wenn der Festphasenrezeptor bei- 
spielsweise ein Antigen, z.B. ein Peptid Oder ein Polypeptid ist, verwendet man 
eine Kontrollflache, die ein mutiertes "Antigen" enthalt, welches sich von einem 
immunologisch reaktiven Antigen durch Veranderungen, z.B. durch Veranderung 
einer moglichst geringen Anzahl Aminosauren im Bereich immunogener Epitope 
unterscheidet. Diese Aminosaureveranderungen konnen Insertionen, Deletionen 
und vorzugsweise Substitutionen naturlicher Aminosauren durch andere naturliche 
Aminosauren oder nicht naturliche Aminosaurederivate, z.B. D-Aminosauren 
umfassen. Wenn der Festphasenrezeptor beispielsweise eine Nukleinsaure ist, 
verwendet mann eine Kontrollflache, die eine "mutierte" Nukleinsaure enthalt, die 
sich von der auf der Testflache immobilisierten Nukleinsaure durch Veranderungen 
in der Nukleotidsequenz, beispielsweise durch einen Basenaustausch innerhalb 
der fur die Erkennung einer Zielnukleinsaure verantwortlichen Sequenz, vorzugs- 
weise in deren Mitte, unterscheidet. Am meisten bevorzugt wird ein Mutein des 
Festphasenrezeptors verwendet, welches mit Ausnahme der analytspezifischen 
Antigenbindungsstelle vollig identisch mit dem Festphasenantik6rper in den Test- 
flachen ist. 

Bevorzugt ist auch, wenn der auf die Kontrollflache aufgebrachte Festphasenre- 
zeptor identische Behandlungsschritte, z.B. Derivatisierungen, wie der auf die Test- 
flache aufgebrachte Festphasenrezeptor durchlaufen hat. So sollte, beispielsweise 
- bei einem biotinylierten Festphasenrezeptor - die Zahl der an den Festphasenre- 
zeptor angekoppelten Biotinmolekule in der Testflache und der Kontrollflache 
gleich sein. Weiterhin sollten die Festphasenrezeptoren in der Testflache und der 
Kontrollflache eine identische Kopplungschemie durchlaufen haben. Au&erdem 
sollten auch identische Linker verwendet werden. Ein fur eine Kontrollflache ge- 
eigneter Festphasenrezeptor darf keine spezifische Bindefahigkeit fur den Analyten 
aufweisen, umfasst aber vorzugsweise alle anderen Bereiche und somit Binde- 
stellen des Festphasenrezeptors der Testflache. Somit ist die unspezifische 
Bindung von Storkomponenten an den jeweiligen Festphasenrezeptor der Test- 
flache und Kontrollflache im wesentlichen identisch, so dass eine quantitative 
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Korrektur des Mefiwertes der Testflache anhand des Mefcwertes der Kontrollflache 
vorgenommen werden kann. 

Bevorzugt umfafct die Festphase weiterhin mindestens eine Kontrollflache zum 
Nachweis von Storungen, die durch die Reaktion anderer immobilisierter Reagen- 
zien in den Testflachen mit Nicht-Analytkomponenten der Probe hervorgerufen 
werden. Dadurch werden insbesondere Storkomponenten erfafit, die spezifisch 
oder/und unspezifisch mit Komponenten der zum Aufbringen des Festphasenre- 
zeptors verwendeten Beladelosung reagieren. Eine solche Kontrollflache kann 
beispielsweise bei einem Testsystem verwendete Reagenzien der Beladelosung 
wie etwa Puffer, Immobilisierungsreagenzien, wie Streptavidin, biotinylierte Sub- 
stanzen, z.B. biotinylierte Fluoreszenzmarker, nicht-analytspezifische Antikorper 
etc., Blockierungsreagenzien oder Linker, enthalten. 

Oftmals werden Tests durch Rheumafaktoren gestort. Daher ist es bevorzugt, 
mindestens eine Kontrollflache zum Nachweis auf Rheumafaktoren auf die Fest- 
phase aufzubringen. Rheumafaktoren sind zumeist IgM-Molekule, seltener auch 
IgG-, IgA- und IgE-Molekule, die mit dem Fc-Teil von Antikorpern reagieren und - 
wenn sie z.B. eine Kreuzreaktion mit dem auf der Testflache immobilisierten 
Antikorper oder/und einem loslichen Nachweisantikorper zeigen - den Test storen, 
z.B. durch Vernetzung des Festphasen-gebundenen Antikorpers mit einem mar- 
kierten Nachweisantikorper, wodurch ein unspezifisch erhohtes Signal erhalten 
wird. Fur eine entsprechende Kontrollflache wird ein unspezifisches IgG-Molekul, 
bevorzugt der FcH"eil eines humanen IgG-Molekiils auf die Festphase aufge- 
bracht. Wahrend des Tests bindet dann der Rheumafaktor nicht nur an die Test- 
flache, sondern auch an die Kontrollflache und zeigt so die Storung an. 

Eine weitere relativ haufig auftretende Storung wird durch fremdspezies-spezi- 
fische AntikSrper in der Probe, d.h. Antik6rper, die gegen AntikQrper fremder 
Spezies gerichtet sind, z.B. humane Anti-Maus-Antikorper (HAMA), hervorgerufen. 
Daher umfafit die erfindungsgemafie Festphase bevorzugt auch mindestens eine 
Kontrollflache zum Test auf fremdspezies-spezifische Antikorper. Fremdspezies- 
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spezifische Storkomponenten, z.B. HAMA fiihren beispielsweise in einem Doppel- 
Antikorper-Sandwich-Assay zu einer Vernetzung des Festphasen-Antikorpers mit 
dem Nachweis-AntikSrpe: und folglich zu einem unspezifisch erhohten Signal. Fur 
eine geeignete Kontrollflache wird bevorzugt ein unspezifischer Antikorper dersel- 
ben Spezies wie der Testantikorper verwendet. Eine moglicherweise in der Probe 
vorhandene HAMA-Storkomponente bindet an den auf die Kontrollflache aufge- 
brachten Antikorper, wodurch die StGrreaktion angezeigt wird. 

Anstelle eines Festphasenrezeptors, welcher mit dem Nachweisreagenz in der 
Testflache, abgesehen von derspezifisch analytbindefahigen Region, identisch ist, 
kann auf eine Kontrollflache auch der bei der Nachweisreaktion gebildete Komplex, 
z.B. Festphasenantik6rper-Analyt-Nachweisantik6rper (ohne Markierung), aufge- 
bracht werden, so dass keine spezifische Reaktion mehr moglich ist, wahrend die 
unspezifischen Bindungsstellen nahezu identisch mit denen der Testflache sind. 

Es sind auch Storkomponenten in Serum bekannt, die gegen Neo-Epitope eines 
AntikOrperfragments gerichtet sind. Solche Neo-Epitope entstehen z.B. bei der 
F(ab') 2 -Spaltung eines IgG-Molekuls. Hier ist es bevorzugt, eine Kontrollflache 
vorzusehen, die ein Fragment eines unspezifischen Antikorpers enthalt, welches 
mit derselben Methode (Spaltbedingungen und Spaltprotein) hergestellt wurde, wie 
die Antikorperfragmente der Testflache. Die Storkomponenten binden an diese 
unspezifischen Antikorperfragmente, wodurch sie nachgewiesen werden konnen. 

Aufierdem besteht die Moglichkeit, mit geeigneten Kontrollflachen auch gegebe- 
nenfalls in einer Probe vorliegende Storkomponenten, z. B. Storantikorper zu 
erfassen, die gegen Immobilisierungsreagenzien auf den Testflachen wie Streptavi- 
din gerichtet sind. Hierzu wird Streptavidin (SA) auf eine Kontrollflache aufgebracht 
und dem Nachweisreagenz markiertes SA zugesetzt. Bei Anwesenheit von Anti- 
SA-Antikorpern in der Probe wird ein Sandwichkomplex ausgebildet und der 
Antikorper spezifisch nachgewiesen. 
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Weiterhin kann die erfindungsgemafie Festphase eine Kontrollflache zum Nach- 
weis des Gesamt-lgE-Gehalts enthalten. Eine solche Kontrollflache ist insbeson- 
dere bei Allergie-Tests empfehlenswert. Bei der spezifischen IgE-Bestimmung in 
der Allergiediagnostik wird die spezifische Nachweisreaktion eines bestimmten IgE 
oftmals durch Proben mit hohem Gesamt-lgE-Gehalt gestort. Mit Hilfe einer 
Kontrollflache, auf die Anti-lgE-Antikorper aufgebracht worden sind, kann parallel 
zum Nachweisverfahren der Gesamt-lgE-Gehalt bestimmt werden. 

Schliefiiich konnen auch Kontrollflachen zum Nachweis von Storungen vorgesehen 
werden, die durch Reaktionen von Komponenten des Nachweismediums mit dem 
Festphasentrager hervorgerufen werden. Hierzu werden alle Bestandteile des 
Festphasentragers, wie Tragermaterial (z.B. Polystyrol), Weichmacher, funktionelle 
Gruppen usw. auf eine Kontrollflache aufgebracht. 

AuBerdem konnen bei bestimmten Testverfahren, z.B. bei qualitativen oder semi- 
quantitativen Tests auf Infektionskrankheiten, Allergien etc. Kontrollflachen zur 
Ermittlung eines Cut-off Werts verwendet werden. Der "Cut-off'-Wert ist ein Grenz- 
wert, der bei Testverfahren gesetzt wird, urn zwischen positiven und negativen 
Werten unterscheiden zu k6nnen. Ein solcher "Cut-off'-Wert ist insbesondere bei 
Testverfahren, welche Infektionskrankheiten betreffen, von Bedeutung. Zum einen 
kann eine "Negativ'-Kontrollflache verwendet werden, die eine Beladelosung ohne 
das Testreagenz oder ein Mutein des Testreagenzes enthalten kann. Der grofie 
Vorteil liegt darin, dali fur jede Probe ein probenspezifischer Wert der unspezifi- 
schen Bindung erfafct wird und somit eine verbesserte Spezifitat des Tests erhal- 
ten wird. Auf diese Weise kann eine separate Negativkontrolle entfallen. 

Abbildung 2 zeigt die Wirkung einer Kontrollflache beim Einsatz in einem Test, bei 
dem ein Cut-off-Wert verwendet wird. Bei einer grofien Anzahl von Proben wird bei 
einer konventionellen Testdurchfuhrung eine gewisse Anzahl falsch negativer und 
falsch positiver Ergebnisse erhalten (linke Seite). Bei der erfindungsgemafien 
Verwendung von Kontrollflachen (rechte Seite) kann eine selektive Verringerung 
der Signale aus negativen Proben erzielt werden, was zu einer Verringerung des 
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Cut-off-Werts fuhrt. Auf diese Weise kann eine positiv/negativ Unterscheidung mit 
erheblich geringerer Fehlerwahrscheinlichkeit getroffen werden. 

Auch eine Positivkontolle kann durch eine Referenzflache, die den Analyten Oder 
ein analytahnliches Reagenz enthalt, simuliert werden. Der grolie Vorteil liegt 
darin, dafi mit der Kombination von einer Negativ-Kontrollflache mit einer Positiv- 
Referenzflache ein probenspezifischer Cut-off-Wert fur jede einzelne Messung 
bestimmt werden kann. Dies hat den Vorteil, dali keine indirekte Kalibrierung 
notwendig ist und eine bessere Testspezifitat erreicht wird. 

Es ist selbstverstandlich moglich, neben den oben genannten bevorzugten Kon- 
trollflachen je nach Testfiihrung andere oder/und weitere Kontrollflachen vorzuse- 
hen, urn in einer Probe vorhandene oder vermutete Stdrkomponenten zu erfassen. 

Die erfindungsgemafi vorgesehenen Kontrollflachen ermoglichen nicht nur eine 
qualitative Erkennung von Storreaktionen, sondern oftmals auch eine quantitative 
Korrektur der Stbrung. Bei geeigneter Wahl der Testbedingungen wird gerade die 
in den Testflachen auftretende unspezifische Bindung von Nicht-Analytkomponen- 
ten in bestimmten Kontrollflachen abgebildet. Somit kann der Messwert in einer 
Testflache einfach korrigiert werden, wodurch ein korrektes und unverfalschtes 
Ergebnis erhalten wird. Auch bei nicht identischer unspezifischer Bindung in der 
Testflache und der Kontrollflache, kann eine Korrektur des MeEsignals bei qualita- 
tiven Tests erfolgen, da hier nur eine Aussage uber "positiv" oder "negativ" not- 
wendig ist. 

Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass es mit der erfindungsgemalien Festphase 
moglich ist, ohne grolien Aufwand das Vorliegen mehrerer Storkomponenten 
separat zu erkennen und es moglich ist, die Art der Storung zu bestimmen. Der 
Anwender erkennt unmittelbar, dass das Ergebnis aufgrund des Vorliegens einer 
oder mehrerer Storkomponenten verfalscht sein konnte. Der Anwender kann dann 
entweder anhand der ermittelten Daten die Messergebnisse korrigieren, die Mes- 
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sung mit einem anderen Testformat wiederholen oder die Probe in geeigneter 
Weise vorbehandeln, z.B. durch Abtrennung der StSrkomponenten. 

Die erfindungsgemalie Festphase kann zum Nachweis eines Analyten in einer 
Probe, z.B. in einer K6rperflussigkeit, wie etwa Blut, Serum, Plasma, Speichel etc. 
verwendet werden. Vorzugsweise werden Festphasen mit mehreren Testflachen, 
d.h. Array-Systeme, zum gleichzeitigen Nachweis mehrerer Analyten verwendet. 
Vorzugsweise wird in solchen Array-Systemen fur jede Testfiache mindestens eine 
Kontrollflache verwendet. Die erfindungsgemalien Festphasen konnen in alien 
bekannten heterogenen Testverfahren eingesetzt werden, insbesondere bei 
Immunoassays und Nukleinsaurehybridisierungsassays. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zum Nachweis 
eines Analyten unter Verwendung einer Festphase mit mindestens einer begrenz- 
ten Testfiache, die weiterhin mindestens eine Kontrollflache zum Nachweis von 
StSrreaktionen umfalit. Vorzugsweise enthalt das erfindungsgemalie Verfahren die 
Verwendung der Kontrollflachen zur quantitativen Korrektur von Storungen. 

Schliefilich betrifft die Erfindung auch die Verwendung von Kontrollflachen in 
einem Verfahren zum Nachweis eines Analyten zur gleichzeitigen Erkennung von 
Storungen. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Abbildungen und Beispiele naher 
erlautert. Es zeigen: 

Abbildung 1: ein Beispiel fur ein miniaturisiertes Array-System (Microspot), das 
unter Verwendung einer universellen Markierungsgruppe die gleich- 
zeitige Bestimmung von 3 Parametern auf einer Festphase erlaubt; 

Abbildung 2: die Spezifitatsverbesserung, die in Testformaten, bei denen ein Cut- 
off-Wert bestimmt wird, durch die erfindungsgemalie Verwendung 
von Kontrollflachen erzielt wird und 
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Abbildung 3: die schematische Darstellung einer erfindungsgemafcen Festphase 
zur Bestimmung von HBs-Antigen, die neben der Testflache 
(<HBsAg>) zusatzlich mehrere Kontrollflachen (<CK-MB>; <TNT> 
und <TSH>) enthalt. 

Beispiele 

Beispiel 1 Durchfuhrung eines HBsAg-Tests 

Auf einen Polystyroltrager wird auf eine Testflache von ca. 100//m ein monoklona- 
ler Antikorper gegen HBsAg aufgebracht. Durch mehrmaliges Aufbringen der 
identischen Reagenzlosung kann ohne Mehraufwand bei der Testdurchfiihrung pro 
Probenpipettierung eine Mehrfachbestimmung durchgefuhrt werden. Auf die 
Testflache werden 30 /A mit Probenpuffer vorverdunnte Probe pipettiert und 20 
Minuten unter Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Absaugen der Probe 
und Waschen des Testfeldes mit Waschpuffer werden 30 fj\ Reagenzlosung 1 mit 
Digoxigenin (Dig)-markiertem Anti-HBsAg-Antik6rper zupipettiert und wiederum 20 
Minuten unter Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Absaugen der 
Reagenzlosung 1 und Waschen des Testfeldes mit Waschpuffer werden 30 //I 
Reagenzlosung 2 mit Nachweisreagenz auf das Testfeld pipettiert. Als Nachweis- 
reagenz dienen 100 nm grofie, fluoreszenzgefarbte Latexpartikel, die kovalent mit 
einem Anti-Dig-Antikorper beschichtet sind. Dieses Nachweisreagenz wird wiede- 
rum 20 Minuten unter Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert, anschliefiend 
abgesaugt, gewaschen und trockengesaugt. Das Testfeld wird mit einem He-Ne- 
Laser mit 633 nm Wellenlange bestrahlt und die Fluoreszenz bei 670 nm Wellen- 
lange mit einer CCD-Kamera vermessen. Eine schematische Darstellung dieses 
Testformates ist in Abb. 1 Mitte gezeigt. 

Folgende testspezifischen Reagenzien wurden verwendet: 

Festphasenantikorper: Monoklonaler Maus Anti-HBsAg-Antikorper-1 (Fab' 2 - 

Fragment)-Biotin-Konjugat 1:1 Subtyp lgG1 
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Nachweisantikorper: Monoklonaler Maus Anti-HBsAg-Antikorper-2 IgG-Dig- 

Konjugat 1:10 



Folgende Meftwerte (Counts) wurden gemessen: 



Probe 


Negativ-Kon- 
trollfeld' 
(Counts) 


Signal Testfeld 
(Counts) 


Signal Testfeld - 
Neoativ- 
Kontrollfeld 


Cut-off-Index" 


Negativkontrolle 


22 


22 


0 


0,0 


Positivkontr.1 
(20 U/ml) 


20 


5459 


5439 


82,4 


Positivkontr.2 
(3 U/ml) 


27 


760 


733 


11,1 


Negativprobe 1 


15 


15 


0 


0.0 


Negativprobe 2 


15 


15 


0 


0,0 


Negativprobe 3 


14 


14 


0 


0,0 


Negativprobe 4 


15 


15 


0 


0,0 


Negativprobe 5 


15 • 


15 


0 


0,0 


Negativprobe 6 


17 


17 


0 


0,0 



Negativ-Kontrollfeld entspricht unspezifischer Bindung im Kontrollfeld ohne Festphasenrezeptor 
Cut-off-Index: [Signal (Testfeld)-Signal (Negativ-Kontrollfeld)]/3 x Signal(Negativ-Kontrolle) 



Bei einem Cut-off > 1 ist der Test positiv. Bei einem Cut-off < 1 ist der Test 
negativ. 

Beispiel 2: HBsAg-Test mit Kontrollspots zur Detektion von HAMA-Storern 

Zur Detektion von HAMA-Storern wurden neben HBsAg-spezifischem Antikorper 
weitere unspezifische monoklonale Antikorper (MAKs) zur Detektion von HAMA- 
St6rern aufgebracht (siehe Abbildung 3). Dabei wurden Antikdrper gegen Creatinki- 
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nase-MB (<CK-MB>), Troponin T (<TNT>) und Thyroid-stimulierendes Hormon 
(<TSH>) in Form von Fab' 2 - oder Fab'-Biotin-Konjugaten eingesetzt. Aufgrund der 
Tatsache, daft die humanen Anti-Maus-Antikorper in der Probe eine Vernetzung 
des an der Festphase gebundenen unspezifischen MAKs und des spezifischen 
Nachweisantikorpers hervorrufen, kann die sogenannte HAMA-Storung nach- 
gewiesen werden. Ziel des Versuches war es, den optimalen MAK zur HAMA- 
Detektion zu finden. Das HBsAg/Kontroll-Panel wurde mit 6 verschiedenen HAMA- 
Proben vermessen. Dazu wurden dem Probenpuffer kein bzw. 100 //g/ml HAMA- 
Entstorreagenz zugesetzt. 



a) Versuchsergebnisse ohne HAMA-Entstorreagenz 



Probe 


MAK<HBsAg> 
F(ab') 2 -Bi 1:1' 
(Counts) 


MAK<TSH> 
F(ab') 2 -Bi 1:1* 
(Counts) 


MAK<TNT> 
Fab'-Bi 1:1' 
(Counts) 


MAK<CK-MB> 
Fab-B!1:1' 
(Counts) 


Cut-off- 
Index" 
HBsAg 


Neg-Kontr 


3 


18 


0 


10 


0,04 


Pos-Kontr 
(20 U/ml) 


6169 


23 


0 


5 


73,4 


HAMA 1 


1598 


2808 


741 


177 


19,0 


HAMA2 


4889 


10434 


306 


42 


58,2 


HAMA 3 


737 


3728 


29 


32 


8.8 


HAMA 4 


358 


2513 


0 


0 


4.3 


HAMA 5 


43 


2565 


0 


0 


0.5 


HAMA 6 


32157 


32108 


32717 


32930 


382,8 



' Signal (Testfeld)-Signal (Neg.-Kontrollfeld) 

** Cut-off-Index = [Signal (Testfeld)-Signal (Negativ-Kontroltfeld)]/3 x Signal (Negativkontrolle) 
Signal (Negativkontrolle) = 28 Counts 
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Dieses Ergebnis zeigt, daB der HBsAg-Test durch 5 der 6 HAMA-Proben stark 
gestort wird und zu einem falsch positiven Ergebnis fuhrt. Durch die Anwesenheit 
der Kontrollspots kann die Storung eindeutig angezeigt werden. Am besten eignet 
sich dafur der TSH-MAK, der das identische Spaltfrag merit (Fab' 2 ), die identische 
Biotin-Stochiometrie und die identische Kopplungschemie aufweist. Die beiden 
MAKs mit Fab'-Fragmenten reagieren dagegen schlechter als der HBsAg-MAK mit 
den HAMA-Storproben und sind deshalb zur Identifizierung von alien HAMA- 
Storern weniger geeignet. 

b) Versuchsergebnisse mit 100 /vg/ml HAMA-Entstorreagenz 



Probe 




iviMrs^* i on*-* 


MAK< 1 N I > 


out-off- 


Put off 




F(ab') 2 -Bi 1:1* 


F(ab') 2 -Bi 1:1' 


Fab'-Bi 1:1' 


Index" 


Index 




(Counts) 


(Counts) 


(Counts) 


HBsAg 


HBsAg korr /" 


Neg-Kontr 


0 


0 


0 


0,0 


0,0 


Pos-Kontr 


4186 


0 


0 


41,0 


41,0 


(20 U/ml) 












HAMA 1 


0 


0 


0 


0,0 


0,0 


HAMA 2 


0 


0 


0 


0,0 


0,0 


HAMA 3 


0 


0 


0 


0,0 


0,0 


HAMA 4 


0 


0 


0 


0,0 


0,0 


HAMA 5 


0 


0 


0 


0,0 


0.0 


HAMA 6 


144 


187 


217 


1,4 


0,0 



* Signal (Testfeld) - Signal (Negativkontrollfeld) 

**Cut-off-lndex = [Signal (Testfeld) - Signal (Negativ-Kontrollfeld)]/3 x Signal (Negativkontrolle) 
Signal (Negativkontrolle) = 34 Counts 

*** Cut-off-Index HBsAg korr = [Signal (Testfeld) - Signal (MAK-Kontrollfeld]/3x Signal (Negativkon- 
trolle); Definition: negative Werte = 0 
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Durch den Zusatz von einer sehr grolien Menge von 100 //g/ml Entstorreagenz, 
die den Test fur Routineanwendungen zu teuer machen wurde, konnen zwar 5 der 
6 HAMA-Proben entstort werden. Ein Problem bleibt alldings die HAMA-Probe 6, 
die trotz der hohen Konzentration an Entstorreagenz nicht entstort werden kann. 
Mit Hilfe der beiden Kontrollspots kann die noch vorhandene HAMA-Storung 
deutlich angezeigt werden. Da die unspezifische Bindung im TSH-Kontrollspot der 
unspezifischen Bindung im spezifischen HBsAg-Spot entspricht, kann das spezif- 
ische Signal mit Hilfe des Signals im Kontrollspot korrigiert werden. Mit dieser 
Malinahme wird auch diese Probe eindeutig negativ, was zu einer deutlichen 
Verbesserung der Spezifitat fQhrt. Daher konnen mit Hilfe der Kontrollspots unter 
Verbesserung der Spezifitat die Konzentrationen an Entstorprotein im Probenpuffer 
und somit die Herstellungskosten deutlich gesenkt werden. 

Beispiel 3: HBsAg-Test mit Kontrollspots zur Detektion von probenspezifi- 
schen Matrixeffekten 

Es ist allgemein bekannt, dad in Bindungsassays durch unterschiedliche Matrix- 
effekte unspezifische Bindungen des Nachweisreagenz hervorgerufen werden 
konnen. Durch das Aufbringen von Kontrollspots, die ein vergleichbares Verhalten 
gegenuber Matrixeffekten wie der testspezifische Spot aufweisen, ist es mSglich, 
solche Matrixeffekte anzuzeigen und gegebenenfalls sogar zu korrigieren. Dies 
fuhrt folglich zu einer deutlichen Verbesserung der Spezifitat. 

Im nachfolgenden Versuch wurde wiederum ein HBsAg-Test mit verschiedenen 
HBsAg-negativen Proben vermessen, die aufgrund von auffailigen Matrixeffekten 
ausgewShlt wurden. 
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Probe 


MAK<HBsAg> 
F(ab') 2 -Bi 1:1* 

(Counts)' 


MAK<TSH> 
F(ab') 2 -Bi 1:1* 
(Counts) 


Cut-off-Index" 
HBsAg 


Cut-off-Index 
HBsAg k0 ;" 


Neg-Kontrolle 


3 


18 


0,04 


0,0 


Pos-Kontrolle 
(20 U/ml) 


6169 


23 


73,4 


73,2 


Negativprobe 3415 


0 


0 


0,0 


0 0 


Negativprobe 3418 


65 


102 


0 77 


0 0 


Negativprobe 4561 


128 


494 


1,52 


0 0 


Negativprobe 4567 


158 


328 


1,88 


0,0 


Negativprobe 4609 


0 


0 


0 0 


0 0 


Negativprobe S21 


25 


52 


0,30 


0,0 


Negativprobe S25 


4 


3 


0,05 


0,01 


Negativprobe S45 


16 


30 


0,19 


0,0 


Negativprobe S49 


0 


0 


0,0 


0,0 



* Signal (Testfeld) - Signal (Negativkontrollfeld) 

" Cut-off-Index = [Signal (Testfeld) - Signal (Negativkontrollfeld)]/3 x Signal (Negativkontrolle) 

Signal (Negativkontrolle) = 28 Counts 

Cut-off-Index HBsAg k0(r = [Signal (Testfeld) - Signal (MAK-Kontollfeld]/3 x Signal (Negativ- 
kontrolle); Definition negative Werte = 0 



Von den vermessenen 9 auffalligen Negativproben fuhren 2 Proben zu falsch- 
positiven Ergebnissen. Durch Korrektur des Mefiwerts mit Hilfe des Kontrollspots 
werden alle Proben auf Null gebracht und sind somit eindeutig negativ. 
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Beispiel 4: HBsAg-Test mit Kontrollflachen zur Detektion von Storungen 
durch Rheumafaktoren 

Zur Detektion einer Storung durch Rheumafaktoren wurden neben dem HBsAg- 
s spezifischen Antikorper weitere MAKs vom Subtyp lgG1 aufgebracht. Aufgrund der 
Tatsache, dali Rheumafaktoren mit dem Fc-Teil von Antikbrpern reagieren, kann 
eine Vernetzung des an der Festphase gebundenen testspezifischen MAKs und 
des spezifischen NachweisantikSrpers hervorgerufen und somit eine falsch positive 
Reaktion erzeugt werden. Ziel des Versuches war es, den optimalen MAK zur 
io Detektion von Rheumafaktoren zu finden. Aus diesem Grund wurden unterschied- 
liche MAKs der Subklasse lgG1 aufgetragen Dieses HBsAg/Kontroll-Panel wurde 
mit einer Negativkontrolle, 3 verschiedenen Positivkontrollen, 4 normalen Negativ- 
proben und 5 Negativproben mit ansteigenden Rheumafaktoren (RF 1-5) vermes- 
sen. Der jeweilige Gehalt der Positivkontrollen an HBsAg und der Gehalt der 
is Rheumafaktorproben an Rheumafaktoren ist in U/ml angegeben. Die Ergebnisse 
waren wie folgt: 
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Probe 


MAK 

<HBsAg> 

IgG-Bi 

[Counts] 


MAK<lgE> 

"1"-lgG-Bi 

[Counts] 


MAK<lgE> 

"2"-lgG-Bi 

[Counts] 


MAK<lgE> 

"3"-lgG-Bi 

[Counts] 


Neaativ- 
kontroll- 
feld* 
[Counts] 


Cut-off- 

wUl W 1 1 

Index* 
HBsAg 


Neg-Kontr 


27 


34 


31 


30 


27 


0,0 


Pos-Kontr 
(20 U/ml) 


4701 


44 


44 


44 


44 


57.5 


Pos-Kontr 
(5 U/ml) 


842 


43 


43 


43 


43 


9.9 


Pos-Kontr 
(0,1 U/ml) 


106 


31 


31 


31 


31 


0,9 


Neg-Probe1 


30 


35 




ou 


ou 


0,0 


Neg-Probe2 


28 


33 


33 


34 


28 


0,0 


Neg-Probe3 


29 


35 


29 


29 


29 


0,0 


Neg-Probe4 


27 


32 


27 


27 


27 


0,0 


RF 1 

(307 U/ml) 


39 


34 


29 


30 


27 


0,15 


RF 2 

(421 U/ml) 


41 


33 


28 


28 


28 


0,16 


RF 3 

(1307 U/ml) 


429 


33 


115 


64 


30 


4.9 


RF 4 

(1793 U/ml) 


5790 


47 


865 


204 


47 


70,9 


RF 5 

(2599 U/ml) 


7530 


106 


2527 


759 


54 


92,3 



* Cut-off-Index = [Signal (Testfeld)-Signal (Negativ-Koontrollfeld)]/3 x Signal (Negativkontrolle) 
Cut-off-Index > 1 = positiv 
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Dieses Beispiel zeigt deutlich, daft Negativproben mit einer Konzentration an 
Rheumafaktoren > 1000 U/ml den HBsAg-Test deutlich storen und ein falsch 
positives Ergebnis liefern. 2 der 3 geprQften MAK-Kontrollflachen simulieren die 
Storung des HBsAg-Tests und liefern ebenfalls deutlich positive Reaktionen mit 
s den 3 hochtitrigen Rheumaseren. Auf diese Weise wird die Teststorung sofort 
erkannt, so dad ein falschpositives Ergebnis vermieden wird. Am besten ist der 
MAK "2" geeignet, urn die Rheumafaktorstorung anzuzeigen. 
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Anspruche 

1 . Festphase mit mindestens einer begrenzten Testflache zum Nachweis eines 
s Analyten in einer Probe, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie weiterhin mindestens eine begrenzte Kontrollflache zum Nachweis 
von Storungen umfafit. 

io 2. Festphase nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie mehrere Testflachen zum gleichzeitigen Nachweis mehrerer Analy- 
ten in einer Probe umfafct. 

is 3. Festphase nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie mindestens eine Kontrollflache zum Nachweis von Storungen 
umfafit, die durch eine nicht-analytspezifische Bindung von Komponenten 
des Nachweismediums an die Testflache hervorgerufen werden. 

20 

4. Festphase nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie mindestens eine Kontrollflache zum Nachweis von Storungen 
umfalit, die durch eine nicht-analytspezifische Bindung von Komponenten 
25 des Nachweismediums an den Festphasenrezeptor auf einer Testflache 

hervorgerufen werden. 

5. Festphase nach Anspruch 3 oder 4 
dadurch gekennzeichnet, 

30 dass sie mindestens eine Kontrollflache zum Nachweis von Storungen 

umfafit, die durch eine nicht-analytspezifische Bindung von Komponenten 
des Nachweismediums an immobilisierte Antikorper, Antikorperfragmente, 
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Antigene oder/und Nukleinsauren auf einer Testflache hervorgerufen wer- 
den. 



6. Festphase nach Anspruch 4 oder 5, 
5 dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Kontrollflache einen modifizierten Festphasenrezeptor enthait, der 
sich von einem Festphasenrezeptor auf einer Testflache durch das Fehlen 
einer analytspezifischen Bindungsstelle unterscheidet. 

io 7. Festphase nach Anspruch 4, 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie mindestens eine Kontrollflache zum Nachweis von Storungen 
durch Rheumafaktoren umfafit. 



is 8. Festphase nach Anspruch 4, 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie mindestens eine Kontrollflache zum Nachweis von Storungen 
durch fremdspezies-spezifische Antikorper umfafit. 

20 9. Festphase nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie mindestens eine Kontrollflache zum Nachweis von Storungen 
umfafit, die durch die unspezifische Bindung von Komponenten des Nach- 
weismediums an nicht-analytspezifische Substanzen auf dem Festphasen- 
25 trager hervorgerufen werden. 

10. Festphase nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie mindestens eine Streptavidin enthaltende Testflache und minde- 
30 stens eine Kontrollflache zum Nachweis von Storungen durch nicht-analyt- 

spezifische Streptavidin-bindende Komponenten des Nachweismediums um- 
fafit. 
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1 1 . Festphase nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie mindestens eine KontrollflSche zum Nachweis des Gesamt-lgE- 
Gehalts umfaftt. 

5 

12. Festphase nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft sie weiterhin mindestens eine Positiv-Referenzflache mit dem zu 
bestimmenden Analyten umfaftt. 

10 

13. Festphase nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Testflachen und Kontrollflachen jeweils einen Durchmesser von 
10 /^m bis 1 cm aufweisen. 

15 

14. Verwendung einer Festphase nach einem der Anspruche 1 bis 13 zum 
Nachweis eines Analyten in einer Probe. 

15. Verwendung nach Anspruch 14, 
20 dadurch gekennzeichnet, 

daft die Festphase mehrere Testflachen zum gleichzeitigen Nachweis 
mehrerer Analyten umfaftt. 

16. Verwendung nach Anspruch 14 Oder 15 in einem Immunoassay. 

25 

17. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15 in einem Nukleinsaure-Hybridisie- 
rungsassay. 

1 8. Verfahren zum Nachweis eines Analyten unter Verwendung einer Festphase 
30 mit mindestens einer begrenzten Testflache, die weiterhin mindestens eine 

begrenzte Kontrollflache zum Nachweis von Storreaktionen umfaftt. 
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19. Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Kontrollflachen zur quantitativen Korrektur von StSrungen ver- 
wendet werden. 

20. Verwendung von begrenzten Kontrollflachen zur gleichzeitigen Erkennung 
und gegebenenfalls zur quantitativen Korrektur von Stbrungen in einem 
Verfahren zum Nachweis eines Analyten. 



10 
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